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Es ist bisher verschiedcntlich versucht warden, die physiologischcn 
Ausscheidungsvorgiingc in der Nicre naher zu lokaiisieren. Man vor- 
wendete dazu u. a. Farbstoffinjektioncn ( Held enhain n. a.), Mikro- 
punktion (Richards u. Wears, Oliver u. Mitarb.), Mikrokryoskopie 
(Wmz) und Bcstimm ungen des osmotischcn Druclis an Niercnsclmitten 
(Ullrich h. Mitarb/, Die verfugbaren Mctliodcn crlaubten jcdoch nur 
die Losung einzclner lokalisatorischer Problcmc. 

Wciterc Fortschritte sind hier unsorcs Erachtens von der Autoradio- 
graphic zu erwarten. Ihrc Vcrwcndung wiirde davon ausgehen, daB sich 
i.v. injizierte radioaktivc Isotope voraussichtlich an den Stellen des 
Nephrons anreiehern, wo sic durch das Tubulusepithel hindurehtreten. 
Die Frage, ob es sich im einzclnen uni Ruekrcsorptions- odor Sekretions- 
prozesse handelt, bzw. ob die Anrciclicriuig vom Tubuiuslumen oder von 
intertubularcn Gcfalcn her enlstelit, sollte in Kontrollvcrsuchen durch 
Ausschaltung der Filtration zu cntschciden sein. Die Filtration kann 
durch Drosaclung der Nicrenartcric bis zur Untcrschreitung des Filtra- 
tionsdruckcs oder durch Ligatur der Urcteren reduziert werden. In 
jedem Fall ware die Zeit von der Isotopeninjcktion bis zur Entnahme 
der Niercn so kurz z i< wahlen, daB die Aktivitat zum tiberwiegenden Toil 
noch in der ursprunglichen chemischen Vcrbindung vorliegt. 

Die Autoradiogriphio ist jcdoch bisher zum Studium tubularor 
Transport- bzw. Au.itauschvorga.ngo noch nicht herangezogen worden, 
wahrscheinlich, weil die iiblichen Verfahrcn zur einwandfreien Dar- 
steliung nicreufahiger, d, h, wasserlosliclicr Stoffe beschranktcr Mole- 
kiilgroBe nicht gccignct sind, Ihrc Mangel bestchen vor allem in der 
Elution von Radioali tivitiit wahrend histologischer oder radiographischer 
Vorarbeitcn, GleiclmaBige Aktivitiitsverluste waren durch hohere 
Isotopengabcn bzw, langerc Exposition zwar leicht zu kompensieren. 

* Herm Frof. Dr. I'. Eiciiiioltz zum 05. Geburlstag gowidmet. 

** Mit t'nferslutzui g der Deutschcn Forschungsgomeinschaft. 
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Es ist jedoeh selbst bei geringfugigon Auswaschungen damit zu rechnen, 
daB die Aktivitat im Verlauf der Vorarbeiten aus einzelnen Nieren- 
bezirken selektiv entfemt wird. Auch Dislokationen dor Radioaktivitat, 
u. a. durch Diffusion, konnten vorkommen und sich an dor Niero, wo 
Strukturen mit versohiedenartigor Funktion nabe beisammen liegen, 
besonders irrefiihrend auswirkon. Wir suchten daher nach kritischer 
Priifung bekanntor Yorfahren nach nouen, zuvorlassigoren Mothodon. 
Mit ihrer Hilfe sollte als orstcs — in Fortsotzung friiheror Arbeiten von 
Tatjgneb u. Mitarb. — die Ausscheidung von tragorfreiem, P 82 -mar- 
kiertem Ortho- und Glycerophosphat studiort werdon. Zur Verwondung 
kamen die Meren von Ratten odor Katzen 5 — 30 min nach dor i.v. 
Injcktion von 1 — 3 mC radioaktivon Ortho- odor Glycorophosphats. 

Exporimentollcr Toil. 

Von verschicdoner Seito sind — mit dom Ziel moglichst. geringer Aktivitats- 
vcrlusto — abgekilrzte Verfahren zur Qewebsfixierwng beschriebcn worden. So 
crmittolton Lamebton und Habbis boi 2stiindigor Eixiorung mit absolutem Alkohol 
(gofolgt von Xylol und Paraffin) oino AktivitatscinbuBe von nur 15%. Holt, 
Cowin o und Warben gclang cs, die Elution von radioaktivem Orthophospbat 
duroh Vorluirzung dor Formalin-Alkohol-Eixiorung zu roduzioron. Als Einbottungs- 
mittel vorwondeten sio — naoh Entwasscrung mit Benzol odor Dioxan — ■ ebenfalls 
Paraffin. Auch das frcczing-drying-Verfahron, wo die Paraffineinbettung ohne 
vorliorgohende Eixiorung und damit ohno Aktivitatsvcrlusto erfolgt, stolit zur 
Diskussion (Lbblond). Wir gingon von Paraffinschnitien aus, dio nach den oben 
aufgofiihrton Motboden 1 , auBerdcm nach abgeknrztor Eixiorung mit 96--98%igom 
Alkohol (2x6 Std, gefolgt von 2 X 30 min Benzol) sowio sohulmaBigor Behandlung 
mit steigondon Allioholkonzontrationon angofertigt waron. Dio Schnitte wurdon auf 
Wassor gostrockt, gctrocknot, zum Toil mit Xylol entparaffiniert und sohlieBlich mit 
oinom Strippingfilm 2 versohon. Dio Ergobnisso waron nioht bofriedigond: Ahnlioh 
wic bei der nachfolgcnd besohi’iebonon Aquaffineinbottung naoh Alkoholfixicrung 
war dio Aktivitat iibor den Rand dor Gewebsschnitto hinaus disloziert. In den 
Versuchon mit Orthophospbat fiihrto auch die Verwondung von Eallungsmittoln 3 4 
nioht zu bessoron Rosultaton. 

Dio Einfliisse eines 2. Einbcttungsmittels studiorton wir am Beispiel von 
Aquaffin i . Dio Gowobsstiioke wurdon anfangs nach den Angaben von Tietz — 

1 Die Vcrsuchc mit dem freozing-drying-Verfahren vordanken wir der Ereund- 
lichkeit von Herrn Priv. Doz. Dr. Haselmann, Anatomisohos Institut dor Universi- 
tat, dem wir auch fiir versohiodeno Ratschlage vcrpflichtot sind. 

2 Autoradiographic Plates der Ea. Kodak Ltd. London. 

3 Boi der Eixiorung kamen CaCl 2 mit Veronalpuffor (vgl. Gomoki), EeCl 3 oder 
PbN0 3 (in 96%igem Alkohol) sowio Ammoniummolybdat (in Salpetersaure-Pikrin- 
sauro oder Alkohol- Salpetersaure) zur Anwendung. OaCl 2 mit Veronalpuffor wurde 
auch vor der Eixiorung, wiilirond Streckung und Entparaffinierung sowie boim 
Aufbringen dos Strippingfilms orprobt. Die Konzcntration der Eallungsmittel 
wurde stufonweiso bis zum Auftreten von Gowebsschadigungen bzw. bis zur Sat- 
tigung erholit. 

4 Aquaffin, oin Gomisoh wasserloslicher Polyiithylenglykole, wurde uns fround- 
lichorweise von der Ea. Bayer- Leverkusen zur Verftigung gcstollt. 
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47K H. 0.5TB it, Ktndt und K. Taugnkr: 

ulmc eigen t lie ho Eixierung mil tiefgokuliltem Alhylcnglykol entwasscrt. Das 
hixlologischc Ergobnis war da bei irnmcr unbefricdigond. Erlieblichcn flcwebszer- 
sliirmigrn cntsproehend fan den sieb bei dcr Autoradiographic mit iStrippingfilm 
diffuse tSchwarzungen, mWsl fiber den Hand dcr Kehnittc liinaus. Ersatz dcr Athylcn- 
giykoientwasseruiig durch Alkoholfixiorung fuhrtc zu guten histologisclien Krgob- 
nissen. Die mdiographiachcii Hilder entspraelien ctwa delicti naeli Paraffincin- 
Ik* Hung (Abb. I u. 2) und waren olVensichtlieli ebenfalls von Aktivilatsvcr- 
seliirbmigen becinfluBl. 

Diexe, die (iiilligkeil der crzicllen iiilder in I 'rage slellendc AktiviUitsverseJiie- 
lmng geht imeh Kunlrollvcrsuehcn mil undcren radiographi.schcn Metlioden haupt- 



Alili. 1. Aqiinffinsrlmltt (10/0 ails d«*r N'iere finer Katzc vun 2k« in Evipnnnarkase (Ol) uiK/ktf}. Has 
Or«an tvurrie in min narli i. iiijektinii v«n 3 me tratferfrelcr II,!*”*}, cntiiomnicn. Die Ucwcbs- 
»liirkt‘ 15 ♦ 1 -2 mm) heniildrii sieli 2 - 3 Slil In flO n alBcm Alkohol ( 20"), 2 Std In Alkuhol- 

A«iunllln (Verhiillnls I : I. elwu 30 D und 5 Sid In Afiuafllii <47—50" C). Das Aqimffln wurde 
lu-raiismlosi mil finer Misrl. imu von AqunMn (I TeilJ und Aqua deal.. mil Thymol gnmttiKt 
(*l Telle, vgl.TlET/,). .StrlppIiulUm-Yrrlahren, Exposition 3 Wurliell. Her uiiler deni film licdiidliehr 
Srliniit Ut selmsuh mil LUliImfiu unuefarhl. Alan beaelile die dlircli Kluliuli bcdingle diffuse 
Viishreituug der radl igrapliiselien Zeiehnung fiber den Rami lies Sclinilles biuaus. 


surlilich zu Lasted lies Ship ping jilm- Vcrjahrcns, Dcr Slrippiiigiihn wird bekanntlicli 
mil dem anfgczogencn Delimit in Wasscr aiifgefangcn. Trotz umgeheuder Trock- 
nung im Exsiccator fiilirt — bei der groBrn Oberllaclie dcs Sebnittcs - dicse kurze 
VVasserung zu wescntliehcn Aktivitivtsverseliiebungcn. Selbsl mini wir den Strip- 
pi ngfilm auf pnrairinballigc Sehnitte, z. 15. aus dem freezing-dry ing-Vcrfahrcn, auf- 
zogen, kam es zu wesent lichen Akiivitatsverlustcu, 

Diesc ["'elder seliicncn dureli Vcruendung anderer rudiogruphiseber -Metlioden, 
z. It. des Mounting- I'cr/t/ircns, vermeidbar. Anstatl der dnbei iibliehcn Strcckung 
auf Wosser wurden die pararfiiilmltigcn Sehnitte naeli vorsiehtiger Clfittung mit 


Sanitized Copy Approved for Release 2010/02/12 : CIA-RDP83-00423R002000300004-2 


Sanitized Copy Approved for Release 2010/02/12 : CIA-RDP83-00423R002000300004-2 


Autoradiographischc Darstcllung wassorldslichor Stoff'o in dor Nioro. 479 

Pitiscln auf don Film 1 gelogt und. bis zum Anschmolzon erwarmt odor, oventuell 
nach Entparaffiniorung, durch Auftropfen von Xylol geglattet. Auch das Vcrfahren 
von Holt u. Mitarb., wonach sioh das Strockon erubrigt, wonn man dio Oborflacho 
dcs Blockcs vor jodcm Schnitt mit einor diinncn Schicht goschmolzencn Paraffins 
iiberzioht, wurdo crprobt. Einigo Gowobssohnitte warden dem Film auBerdcm mit 
oinom 2. Objekttragcr aufgoproBt. Die Ergebnissc waron boi derartigcm Vorgchen 
insofern bossor, als die radiograpbischc Zoiohnung don Rand dor Schnitto nicht iiber- 
ragte. Im Gogensatz zum Strippingfllm-Verfahron ontstanden jcdoch moist diffuse, 
strukturiose Bilder. Da dies auch ohne Entparaffiniorung dor Fall war, konntc os 
sioh um Folgon von Fixiorung, Entwasscrung odor Paraffincinbottung handcln. Naoh 



Abb. 2. Vorgi'oBormig dcs in Abb. I. gckcnnzcichnctcn Abschnittcs. 


don Erfahrungen von Leblond mit dom froezing-drying-Vorfahron boi Zufuhr 
groBercr Jodmongon kann schon das Eindringcn von Paraffin an dor Schilddrilse zu 
diffuson Bildorn fiibron. Dio von ihm diskutiorto Alternative, daB die Aktivitat mog- 
licherweisesohonmvivogloiclimaBigvortcilt sci, trifft naoh. unsoron Ergobnisson mit 
Gcfriorschnittcn fur die Anordnung von P 32 in dor Nioro nicht zu. Die mit dem 
Strippingfllm-Verfahron crhaltonon differenzierten Bilder lconnton allcrdings naoh 
don Erfahrungen mi t dor Mounting-Mothodo durch selektive Elutionon bedingt soin. 

.Naoh dieson enttauschenden Ergebnissen kamon fur die Darstelhmg 
wasserloslichcr kloinmolekularer Stoffe nur noch Gefri&rschnitte 2 naoh 

1 In Ermangelung geoigneton Filmmatcrials wurdo auch hierzu Strippingfilm 
verwondot, dor vorhor mit dor photograpbisohon Emulsion naoh oben aufgczogen 
und gotrocknot worden war. 

2 Gcfriorschnitte sind solion von Odkblad, jodooh boi vorheriger Eormalin- 
'I’riob loressigskure- Fixiorung und spateror Vcrwondung waBriger Modion boniitzt 
worden. 
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480 IT. Ohi-kh, ir.-W. Ivi'nijt ii nd R. Tal'unkh: 

iSciiult/.-Hkai'N.s in Fragc, (Lin Fixicrung, Enlwasserung and Ein- 
bcLtung entbclirlich nmchen. A Is radii (graph inches Ycrfahrcn sclicint nur 
die Kanlakt methods v,u verliissig. Wir lingeii die Gefricrselmitte 1 anfangs 
bei Zimmertcmjieratu ■ an Klellc von ObjcktLriigem mil dem Film auf, 
wo sie dureh Auftaucn ha flea blieben. Die radiographischen Bilder waren 
jedoeh, wabr.sclieinlic 1 infolgc dieses Auflauens, mcist schollig ver- 
schmiert. Das Ycrfa.lne.il vvinde dalier fiir unserc Zwccke daliingchend 
modili'/.iert, daB die Sclmille in ciner Kiihlkanimer bei — 8 bis r>" C 



Alik. 3. (3orrier«cfmUt ntiH tier Vlrre cincr Unite vun 100 u, 10 min nnrh tier i.v. Iiijrktion von 2 ini’ 
rniKcrlrcioiu, radloaklivem (Jljceroplmsplmt. Dlekr dcs .Scliuilts: 10/*. Exposition : 3 Woclieii. Kilin- 
mnlrrial: stripplngfllm, unch ilrm Kniilnklvcrfi»liri*ii vcrwenilcl. Krinr Ilftssitfrn Meilien, kein Auf- 
i auen. Aiilicrc Erliiuleruim ale ic Text. Die Aiifimliiiu* gilit nur tlir rmliographischc Zrichnung olinc 
Srlmitl wicilcr. Man bcachtu itle Anlnuifumt dor Aktlvitiit Ini Hcreieh clcr ii u r k-Ri ink'll- (a ronze. 

bergestellL mid nlviie , edes Auftauen bei -20° zur Exposition gclagcrl 
warden. 

I )ns Strecken crfolgte mit I'inscln auf dem ticfgckiililtcn Mikrotommc.sser. An- 
schlicBend legten wir (lie SeimiUe auf vorgekiildte Objcktliiiger. Das trockcne 
Kilminaterial wurdc mit \ lasclickla mmem darauf befestigt und 3 5 Wochen spatcr 

getrennt cntwickelt. Die Darstcliung dcr zugehijrigen riewcbsseldclit kann an alter - 
nierend liergcstelltcn, nil lit zur Radiographic verwendeten Schnilten nach den 
Rielitluiien von Sell I'LTZ- Uha uns vorgcnonimen werden. 

In den Abb. 3 u. 4 ist ein Beispiel fiir die Deist ungsfnhigkeit diescr 
walirsehcinlich optimalen — Mclhodc wicdcrgcgebcn. Elutioncn kommon 

1 Wir venvendeten das neuc mit Mcsserliefkiihlung ausgestatteto Kohlenaaure- 
Ciefrier-Mikrotom CM dci Fa. C. Jung-TIeiclc!berg, das sicli schr gut bewahrte. 
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als Fehlerquolle nicht in Frage. Auch Dislokationen diirftcn keinc be- 
deutendc Rollo spiolcn. Die Moglichkeit, daB der Film durch unfixiertes 
Gowebe beeinfluBt wird (Boyd u. Board) kann in Parallelversuchen 
ohne Isotopeninjektion kontrolliert werden. Das Ergebnis ist allordings, 
wie auch sonst boi dcr Kontalctmethode, von dem gleichmaBig engen 
Kontakt zwischen Film und Schnitt abhangig, der z. B. durch kleine 
Unebonheiten odor Falten gostort soin kann. 



Abb. 4. VergixJflerung dca in Abb. 3 gclccnnzeichneten Absclinittca. 


Zusammontassung. 

Nach kritischer Priifung bekannter Verfahron werden Gefrierschnitte 
nach Sciiultz-Braurs zur autoradiographisehen Darstellung wasser- 
ldslicher Stoffc in der Niere ompfohlcn. Die Schnitte sollten zur Ver- 
moidung des Auftauens in einor Ktihlkammer horgestollt und fur die 
Exposition in dor Kalte gclagort werden. 
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Ilerrn Prol\ EtCIIIHJ.TZ dimkrn nir hcrzlidi Fur die Anregung zu dcr vor- 
licgcndou Arhcil und die viclsciligc frcundlidic Fordcrung. 

Dem Dcu tf dim Km lilcc des . AX illiamg- Waterman bund of the Rcsciireh 
(Corporation (New York;" gill linger gnnz hesonderer Dank Tor die ninlericllc 
IJnlersluIzung. 
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Ycrschicdenarligc funktionellc Leistungen in Verbindung mit wich- 
tigen StofTwechselvorgangen und eincm allc andoren Gcwcbc liber - 
treffendcn Energieb jdarf arisen auf eine Sonderstellung der Niere unter 
den iibrigen Organen hin. Allc cxkrctorischen Leist ungen, besonders die 
tubuliiren Nekretio is- und Resorptionsvorgiingr und diesen parallel 
gcschaltete StofFwochselprozessc — Entgif't ung korjiereigener und 
exogen zugcfuhrter SlofTe, Aufreelilerlnillung ionulcr Glcichgcwichts- 
/.ustunde, Rcgulaticn dcs Saure-Basen-IIaushaltcs, Abbuu, Trans- und 
Desaininierung von Aniinosaurcn — ■ bendligen nls gemcinsame Voraus- 
scl’/.iirig energieliefcrnde Reaktionen. Fur die Fbcrtragung und Frci- 
selzung der aus deni iiilermediaron StoITvi eelisel gewonnenen Energie 
stehen deni Organismus vcrscliiedene Mdglielikeitcn zur Verfugung, von 
deneri eine, sieherlie 1 sclu- wiclitige. die Bildung encrgicreieher Bhnsphor- 
, erhindungen ist. Es kann als wahrselicinlieli gelten, daB aucli in dor 
Niere eine engere \ erkniipfung bestelit zwisehen Phosphor. tofTu eelisel 
einerseils und enorgieverbrauchonden StoflVcclisclvorgaugen sowic 
runktionellen Leistungen andercrseils. 

Mu i i:e u. Taggart konnten zeigen, daB cine einmalige Gabe von 10 nig 
Dinitropheiiollkg am Huml die Ausseheidung von p-Aininohippursauro, Fhenolrot 
und Ricxlrast durch d e Nicren blockiert. Aus Untersuchungcn von Taggart u, 
Forstkk crgali sich vciterhin, daB (lurch Dinitrophenol der Zelltransport von 
Phenolrot ini glcichen MaQe cingcschrankt wird , vie cs zu cincr Ilcmmung von 
Pliosphorylicrungsvorgingen kommt. 

Dinitrophenol fiihit bekanntlich zu cincr Vcrniindcrung encrgicreieher Phos- 
phor erhindungen — besonders von ATP und Krcatinphosphat — und zur 
Entkupplnng von Oxy lation und Phosphorylierung. Dio Wirkungsweise soil nach 
Untersuchungcn von V'itter, Newcomb u, Stotz und Siekevitz u. V. R. Potter 

* Ilerm Prof. Eici iioltz in Verehrung und Dankhar' eit zum Co. Gcburtstag 
gowidmet. 

** AiiAzugsweise vergetragen am 28. Juui 1951 aus AnlaB dcs III. Symposion 
in Freiburg. Brg. und am 5. Oktobcr 1951 wahrend der 21. Tagung der Deutschen 
Pharmakologiscben Geiellschaft in Saarbriicken. 
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an Organhomogenaten iiber eine Aktiyierung spezifischer Phosphatasen zu erklaren 
sein. Inwieweit diese Erklarung fiir die Wirkung des Dinitrophenol am lebenden 
Organismus Giiltigkeit hat, bleibt zunachst noeh ungeklart. 

Die deutliche Beeinflussung des Exkretion smechanismus der Niere 
durch Stoffe, die ihre Wirkung jedenfalls zum Teil iiber den Phosphor- 
stoffwechsel entfalton, fiihrt zu der Frage nach dem Gehalt der Niere an 
energiereichen P-Verbindungen. Bei stoffwechselchemischen Unter- 
suchungen, die immer nur ein Momentbild des fortlaufenden Stoffwechsol- 
gesebehens wiederzugoben gestatten, werden nicht nur die energiereichen 
P-Ester erfaBt, sondern daneben eine Vielzahl ihrer Vor- und Abbau- 
stufen, die alle durch fermentgesteuerte Gloichgewichtsreaktionen 
zueinander in Beziehung stehen. AuBerdem ist bei dem Fermentreichtum 
der Niere zu erwarten, daB die phosphorhaltigen Cofermente mit in die 
Analyse der P-Verbindungen eingehen. Die quantitative Erfassung 
moglichst vieler saureloslicher P-Ester erscheint aber deshalb um so 
wiinschenswerter, als sich vielleicht fur einigo pharmakologisch inter - 
essierende Substanzen der Angriffspunkt an energiereichen und anderen 
P-Estern ermitteln laBt. 

Wohl wegen der groBen methodisehen Sohwierigkeiten bei der gleich- 
zeitigen Bestimmung zahlreicher P-Verbindungen aus Gewebsextrakten 
finden sich in der Literatur nur wenige Angaben iiber die Verteilung von 
P-Estern in der Niere. Mit den alteren, vor allem auf Lohmann, Wak- 
burg, v. Euler, Embden u. a. zuriiekgehenden Methoden (Aufnahme 
der Hydrolysenkurven ; Fallbarkeit von Phosphorverbindungen durch 
Barium, Schwermetalle, Brucin, Stryclmin, Chinin; Bildung gefarbter 
Komplexe usw.) konnto nur eine unvollstandige Aufschliisselung der 
saureloslichen organischen P-Verbindungen erreicht werden. Erst die in 
jiingerer Zeit cingcfuhrte cliromatographiscbe Arbeitsweiso mit Ionen- 
austauschern und die Papierohromatographie haben auch auf diesem 
Gebiet neue Moglichkeiten geschaffen. 

Speziell fiir die Aufklarung des Phosphorsaurestoffweehsols im tierisohen und 
pflanzlichen Gewebe ausgearbeitete papiorohromatographisohe Methoden (Hares 
u. Isherwood; Markham u. Smith; Carter; Bandhrski u. Axelrod; Zetter- 
strom u. Ljungqreen; Burrows, Grylls u. Harrison; Eggleston u. Hems; 
Eleokenstein u. Gerlach; Fleckenstein u. Janke; Fleckenstein, Janke, 
Lechner u. Bauer und viele andere) haben zu oiner tlberpriifung und wesentlichen 
Erweiterung der fruheren Ergebnisse gefiihrt. 

Ziel unserer im folgenden wiedergogebenenUntersuohungen sollte sein : 

1 . Ausarbeitung einer Methodik, die durch Kombination ohemischer 
und papierchromatographischer Arbeitsweison eine getrennte Erfassung 
der Mehrzahl saureloslicher Phosphorverbindungen aus Nierengewebe 
gestattet ; 

2. Ermittlung der normalen Verteilung von organischen Phosphor- 
saureestern und Orthophosphat im Nierengewebe gesunder Ratten. 

Arch, exper. Path. u. Pharmakol., Bd. 224. 33 
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498 E. Gerlacii und E, Weber: 

Experimcntollcr Tcil. 

Fiir alio Untcrsuehungen wurdcn mannlichc Ratten (Gewicht 180 -250 g, 
Durehschnillsgcwiclilo bolder Nicrcn jcwcils 1200 1500 mg) verwendet. Dio 
Xahrung dor Ticro b .’stand aus cinom kalorien- und vitamin reichen Mischfutter. 

Ihrs'dlung dea trichlorcssigsaurcn Xicrcnextraktcs. 

Wegcn dor Xotvoudigkeit verglcichbarcr Versuchsbcdingungen werden die 
Ticro 18 — 24 Std otnc Xalirung nur mit ausrcichendcr Wasscrmcngo in cinom 
Warmeschrank von 22” C gehaltcn. Dann erfoigt dio Tdtung duroh Dokapitation 
nach vorausgegangener Xackcnschlagbctaubung. Die Xicron, noch in situ dekop- 
sulicrt und void GcfaBbiindel und den Uretcrcn abgcschnitton, kommon innerhalb 
von 20 30 see nacli dcr Dokapitation in cincn mit fliissigom Stickstoff gofiillten 
Murscr. Ibr Blutgchalt ist steta goring, da duroh die Art dcr Tolling cine sehr rasebo 
und griindlichc Ausblulung dcs gan7.cn Ticros erfoigt 1 . 

Unter mchrfaclicm Zusatz von (liissigcm StickstofT werden dio Xicron zu cinom 
sehr feinen Pulver zcrricben, das in cin mit 10%igcr TCS ! von 0° C bcsckicktcs, 
vorgewogenes Zcntriiugenglas cingefiillt wird. Die angcschlosscno Wiederwagung 
ergibt das Gewicht dcs zu cxtraliicrcndcn Gcwcbspulvcrs. Einc kleinc Menge des 
zerkleincrten Gewebe materials wird zur Trockengowiclitsbcstimmung eingowogen 
und iiber CaCl s bei ICO'’ C bis zur Gcwichtskonstanz gctrocknct. 

Das Xicrcngcwcb jpulvcr wird in der 10%igcn TCS (4,0 ml fiir 1000 1500 mg 
Gewebe) bei 0° C 5 nin durcb kriiftiges Riibren oxtrahiert, auf —-3 bis — 5° C 
unter Vermcidung don Ausfricrens abgekublt und dann 3 min sebarf zentrifugiert. 
Mit der balbcn Menge 5%igcr TCS erfoigt unter gleichcn Bcdmgungen einc Xach- 
oxtraktion. Dio uberttehenden Losungen der beiden Extraktionsvorgange werden 
zum TCS-Gcsamtnicroncxtrakt vercbiigt. lliervon zweigen wir 0,5 ml (Fraldion 0) 
zur Bestimmung dcs saurelbslichcn Gesamt-P mid fiir gesonderte papierehromato- 
grapbische Analyse ob. Kurzfristige Aufbewahrung diescr Eraktion bei — 10 bis 
— 15° C bis zur Weit irvcrarbcitung. 

Fraktionienng dcs Nicrcncxlraktcs durch Barium- Alkohol/dllung. 

Voruntersuchungin ergaben, daB eino direklc papierchromatographischc Auf- 
trennung allcr im TCS-Extrakt cnthaltencn P-Verbindungen wegcn ihrer Viclzahl 
und dcr Ahnlichkeit in don R r Wcrtcn mit den vcrschicdenstcn Losungsmittel- 
syslemen, sowobl eili-, als aucb zweiilimensional, nicht zu erreiehen war. Eino 
chcmischc Vorfrakti inierung wurdc daher nofwendig. Die Bildung sebwer- 
und leichtlosbcher Pariumsalzc dor Phosphorsaurccstcr wird Bchon scit Jabren 
fiir dicso Zwcckc ausgcnutzt. Wir ubemahmen die Slandardmcthode von LF, 
Page und modifizierten sic dahingebend, daB einc cxaktc und quantitative 
Fraktionicrung aueh mit klcinstcu Mengen des Ausgangsmaterials erreiebt wurde, 
und cine ungestbrto papierchromatographisebe Aufarbeitung angcschlosscn werden 
konnte. 

Alio Arbeitsgange dcr im folgenden in ibren Einzelheitcn beschricbcnen Metbodo 
werden bei Temperaturen zwiseben ■— 5° C und + 2’ C ausgcfiihrt. 

1 Entfemung dcr Xioren aus dem mit Atber narkotisierten Tier sowio isobortc 
Durehstromung der Xicrcn mit RusuKR-Losung zur Blutfreimaehung wurdcn in 
Kontrollversuchen d lrcbgcfiibrt; die mit dieser Arbeitsweiso crziclten Analysen- 
ergebnisse dcr F-Eafccr atimmtcu aber iiberein mit den unter obigon Bedingungen 
ermittclten. 

1 TCS : verwendeto Abkurzung fiir Trichlorcssigsaure. 
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1. Einstellung des TCS-Gesamtnierenextraktes mit 3 n und 0,3 n KOH auf 
einen p H -Wert von 8,2 gegen Phenolphthalein 1 . Zur Vermeidnng einer lokalen 
tjboralkalisiorung ist dabei standiges, kraftiges Riihren erforderlioh. Es ompfiehlt 
sich ein gelegentlichea cxaktes Nachmesson dca pjj-Wertes, da durch Abweichung 
von -J— 0,5 p H -Einheiten zur sauren oder alkalischen Seite die angeachlossone 
Bariumfraktionicrung nicbt mehr quantitativ golingt. 

2. Zusatz einer 25%igen Ba-Acetatlosung im tlborsohuB (nach le Page 
benotigt theoretisch 1 mg Phoaphor zur Fallung 8,2 mg Ba-Acetat oder 0,033 ml 
einer 25%igen Ba-Acetatlosung; praktisch ist jodocli fiir die quantitative Aus- 
fallung ein VVafaoher tjberschuB, also otwa 0,25 ml dor 25% igen Ba-Acetatlosung/ 
mg Phosphor, erforderlich). 20 min bei 0° 0 bis zur vollstandigen Fallung der 
sehwerlosliohen Ba-P-Ester stehen lasson und dann zentrifugieren. Die iiber- 
stehendo Losung wird abgetrennt und in der Kalto gehalten. 

3. Wegen der nachwoislichon, schon von Cori u. Cori bosohriebonen Mitfallung 
einer kleinen Mengc der leichtloslichon Ba-P-Ester in Form ihrer Doppclsalze 
erfolgt nach Wiederauflosung des Medersehlages in wenig 1 n HCOOH eine Urn- 
fallung der sehwerlosliohen Ba-P-Estor. Zu diosom Zweck Einstellung der ameison- 
sauren Losung auf p H 8,2 (wio oben beschrieben), Zusatz noch einiger Tropfen der 
25% igen Ba-Acetatlosung und winder 20 min stehen lasson. Nach dem Abzentri- 
fugieren werden die iiberstehendon Lbsungen der 1. und 2. Bariumfallung vereinigt 
und ihr Volumen bestimmt. 

4. Der nunmehr nur noch die sehwerlosliohen Ba-P-Ester und Ba-Phosphat 
enthaltende gelbe Niederschlag wird in ausroichendcr Menge 1 n Amcisensaure 
gelost 2 , mit einem minimalon LlberschuB von 0,1 n H a S0 4 zur Ausfallung des Bariums 
verse tzt und abzentrifugiert. (Ein groBorer SulfatuborscliuB muB durch Ba-Acetat- 
losung winder zuruckgofallt w'erden, da S0 4 " die papierchromatographische Identi- 
fizierung einiger P-Ester storen kann; vgl. FuBnote S. 502.) AnschlieBend zwei- 
maliges grundliches Waschen des BaS0 4 -Niederschlages mit 1. n Amcisensauie und 
5%iger TCS und Vereinigung der Waschflussigkeiten mit der iiborstehenden Losung 
der BaS0 4 -Fallung. Diese Gosamtlosung, deren Volumen gemessen wird, enthalt die 
freion Sauren und Alkalisalze der P-Verbindungon, die mit Barium sohwerlosliche 
Salze bilden; wir bezoichnen sio als Frahtion A (= bariumunlosliche Fraktion nach 
le Page). Sie wird sofort papierchromatographisch weiterverarbeitet und ihr 
Gesamt-P-Gohalt gesondert bestimmt. 

5. Die vereinigten uberstehonden Losungen der ersten und zweiten Barium- 
fallung werden mit dem 5fachen Volumen von reinom 96% igen Athanol versetzt 
und anschlieBend der p H -Wert mit 0,3 n KOH wieder gonau auf 8,2 eingestollt. Diese 
Losung bleibt 45 min boi 0° C bis zur vollstandigen Ausflookung der leichtloslichen 
Ba-P-Estor stohen und wird dann scharf zentrifugiert. Dio Auflosung des weiBlich- 
gelben Medersehlages in 1 n Amoisensauro, die Ausfallung des Bariums mit 0,1 n 
H 2 S0 4 und das Waschen des BaS0 4 erfolgt wie oben fiir die Fraktion A angegeben. 
In der so erhaltenen Gcsamtlosung, deren Volumen bestimmt wird, liegen die mit 

1 Wegen der durch Flavinderivate bedington Eigenfarbung des Extraktes ist der 
Umschlagspunkt durch einen orangen Farbton gckennzeiohnet. 

2 Hierboi bleibt regolmaBig eine leichte, zentrifugierbare Triibung zuruck. 
Rabinowitz u. Mitarb. wiesrn kurzlich darauf hin, daB nicht die ganze Menge des 
mit Barium fallbaren Coenzym A in Sauren wieder loslich ist. Ob in unserem Falle 
ein Teil der Triibung auf Coenzym A oder Bruchstiioke dieses Fermentes zuriickgeht, 
ist nooh ungeldart. Naohgewioson werden konnto jedoch, daB sie in erster Linie 
durch BaS0 4 bedingt ist; denn dieses entsteht aus dem mit TOS extrahierbaren 
Sulfat des Nierengowebes und dem zugesetzten Ba-Acetat. 

33* 
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Sehematische Obersieht einer fraktionierten Barltun-AIkohoIfSIlung von Phosphorsaureestem (nark LK Pack, moditiziert). 

Kinstellen dee Qceamt-TCS-Extraktes mit 3 n u. 0,3 » KOH auf p H 8,2 gegen Phenolphthakin. 

Zurntz von 25°/ 0 iger Ba-Acetatlbeung im Vberschufi 


Niederschlag: *—■ 

GuiWduOaauiw AM-F'Saifll 

und Ba-Phosphat 

! 

IP iederaufldsen in n HCOOH 
Um fallen mit Ba-Acetat 

Zentrifugieren 

I 

i 

Niederschlag: 
Gereinigte, schwerlbeliche 
Ba-P-EsW u. Ba-Phoaphat 

I 

I 

W iederaufldsen in n HCOOH 
Auefallen dee Baals BaSO, 
mit 0,1 n HfSO t 
Doppeltee Waschen dee BaSO, 
mit n HCOOH u. 5%iger TCS 
\ 

£ 

Gesamtloeung — Fraktion A 


Zentrifugieren 

-*■ Vberetehende Loeung 
S 


Zurntz dee Sfachen Volume, n 
Athanol 

i 


Vberetehende Loeung 


Zentrifugieren 


Niederschlag: < - 

Leichtloeliche. mit Athanol 
fiUbare Ba-P-Et)t«r 

] 

W iederaufldsen in » HCOOH 
Auefallen dee Ba ale BaSO, 
mit 0,1 n HtSO, 
Doppeltee Waschen dee BaSO, 
mit n HCOOH u. 5%iger TCS 

I 

Gesamtloeung = Fraktion B 


-*■ Vberetehende Loeung: 

Xicht mit Barium u. Athanol 
f&Ubaie P-Verbindungen 

Einengen im Vakuum bei 35“ C 
Zweimaliges Amschuttelri mit Ather 
Auefallen dee Ba ale BaSO, 
mit 3 n H^BO, 

Doppeltee Waschen dee BaSO, 
mit 0,5 n HfSO, 

£ 

Gesamtloeung = Fraktion C I 
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Barium leichtldsliche Salze bildenden P-Verbindungen als freie Sauren und Alkali- 
salze vor; wir bezeichnen diese Losung als Fraktion B (= bariumloslich-alkohol- 
unlosliche Fraktion nach le Page). Sie wircl bis zur papierchromatographisclien 
Weiterverarbeitung und Bestimmung ibres Gesamt-P-Gohaltes eine Stundo bei 
— 10 bis — - 15° C aufbewahrt. 

6. Nach Abtrennung dor durch Athanolzusatz gefallten P-Estor onthii.lt die 
als Fraktion G (= bariumloslioh-alkohollosliche Fraktion nach le Page) bozeich- 
nete uberstehende Losung solche P-Vorbindungen, die unter den oben geschilderton 
Bedingungen nicht zur Ausfiillung gebracht werden konnen. Wogon einiger metho- 
discher Schwierigkeiten wird nach Einengen diesor Fraktion vorerst nur ihr Gesamt- 
gohalt an Phosphor bestimmt. 

Verteilung von Phosphorsaureestern auf die Fraktionen A, B und G. 


Fraktion A 

*Orthophosphat 

*2- u. 3-Phosphoglycerinsaure PGS 

Hexoso-1, 6-diphosphat HDP 

*Adenosin-5'-triphosphat ATP 

*Adenosin-5'-diphosphat ADP 

Inosin-5'-triphosphat ITP 

Inosin-5'-diphosphat IDP 

*Triphosphopyridinnucleotid TPN 

*Weitere Nucleotidfraktionen „NF“ 

♦Flavinadonin-Nuoleotide FAD 

Fraktion B 

*Kreatinphosphat Kr-P 

*Phospho-enol-brenztraubensaure PEB 

*Triosophosphate 

(Dioxyaceton-phosphorsaure, 
Glycerinaldehyd-phosphorsaure und andero) 

Glucose- 1-phosphat G-l-P 

* Glucose-6-phosphat G-6-P 

*Fructose-6-phosphat F-6-P 

Ribose-5-phosphat R-5-P 

*Adenosin-5'-monophosphat 5'-AMP 

Adenosin-3'(bzw. 2')-monophosphat 3'-AMP 

*Inosin-5'-monophosphat IMP 

*Cytidin-5'-monophosphat OMP 

Guanosin-5'-monophosphat GMP 

Uridin-5'-monophosphat TJMP 

*Diphosphopyridinnucleotid DPN 

*Weitere Nucleotidfraktionen „NF“ 

*Flavinderivate 


Fraktion G 

*l,2-Propandiolphosphat 

*Amino-cithylphosphat 

*Woitere unbokannte P-Verbindungon. 

Mit * gekennzeichnote Verbindungon kommen stets in fraktionierten Nieren- 
extrakten vor. Die angegebenen Abkiirzungon werden im folgenden fur die P-Estor 
verwendet. 
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502 E. (I erlacii uml E, Weber: 

Grundsafzliehc Yorfahren bei der Papierchromatographie 
von Phosphorxfiurccstorn. 

1. V orbthanilung dcr Papiere. 

Whatman No. 1-Papijrc, Groflen 20 x 45 cm, 20 x 55 cm, 35 x 55 cm, werden 
45 min in cine 0,5%igo wEBrigc Losung von alliylondiamintctraessigsaurcm Natrium 
(PH 8,5) cingclcgt und anschlicBcnd Gmal griindlich mit Aqua dost. gcwa8chcn. 
Durch dicsc Bekandlungiwcisc wird nach Angabc von Eogleston u. Hems dor 
Gehaltan Schwcrmetallionen und Phosphor im Papier stark reduziert. Nach unscrc.n 
cigenen Ergcbnisscn cnthulten vorgewaschcnc. Papicrc nur noch V 10 dcs in unbehan- 
dcltcn Papieron vorhandtnen Phosphors. 

2. Au/trop/cn der Losungen. 

Die cisgokiihltcn Losungen der chroma tographisch aufzuarbei tender: Frak- 
tionen werden mit Agls-Mikromcterspritzen in Tropfen von 5 /d punktfbrmig 
ubereinander an dcr Sta tliuie aufgctragcn und im KaltlufUtrom von 2 Fohnen 
getrocknet. Zur quantitalivcn Vergicichsbcstimmung werden die Startpnnkte atets 
doppelt angclcgt. Anhalt spunktc fur die jcwcils aufzutragenden Mcngcn ergeben 
sich aus dcr Bcstimmung dcs Phosphorgchaltcs dcr einzclnen Fraktioncn. Um 
optimalc Trcnncffcktc zl crziclcn, soli cin Startpmikt nicht mchr als 10 12 y 

Phosphor cnthaltcn. 

•?. Lokalisalion und Enlwhklung rnn Xudcotidcn und andcren Phosphorierbindungen. 

Dio Lokalisalion dcr Nucleotide crfolgt nach deni Photoprintvcrfahren 
(Markham u. Smith) be: 200 m/i. Zur Sichtbarmachung allcr P-lialtigen Arcaic 
werden die trockenen Ch'omatogramme mit dom Molybdatreagens von IIanes u. 
IsnEuwooD (25 ml 4%igc waBrigo Losung von Ammoniummolybdat + 5 ml 
60%igo HC10 4 f 10 ml 1 n IIC1 + 80 ml H a O) besprayt, 7 min bci 85° C gchalten 
und dann nacli dcr Metlode von Bandurski u. Axelrod mit ungcOltcrtcm UV- 
Licht cincr Quccksilbcrdampflampe 10 15 min bcstrahlt. Dmrch beschleunigte 

Reduktion von Molybdat VI unter Bildung von Molybdanblau an alien P-haltigen 
Stcllcn crscheincn dieso Lefblau gefarbt auf wciOcm Grund 1 . 

4. Identilizinung dcr vcrschicdencn Phosphor verbindungen. 

Orthuphosphat bildet soibrt nach dom Bcspraycn mit Molybdatreagens 
Ammoniumphosphormolybdat, das als gclber Fleck auf dem Papier sichtbar wird. 
Leicht hydrolysicrbare ?-Vcrbiudungen spaltcn walircnd der Trocknung der 
Ohronmtogramme bei 85“ C in 7 mi n soviet Orthophosphat ab, daB nach dioser Zcit 
auch Arcaic mit Kr-P, G-l-P, ATP und ADP als gclbgofarbte Stcllcn erkennbar 
sind. 

Fiir die ollgemcino L nterschcidung leirhl- odcr schwcrhydrolysicrbarcr P-Eslcr 
dient der Ammoniak- Ucsistcnz-Test (Fleckenstein, Gerlacii u. Janke). 
Das aus den leichthydrolj sierbaren Estern abgespaltene Orthophosphat gibt cine 
gegen Ammoniak resistance Blaufarbung mit Molybdat (Salzbildung), wahrend die 
schttcrhydrolysicrbaren Verbindungen, die in 7 min nur wenig odcr kein Phosphat 

1 Sulfat-Ionen in cincr Konzcntration von 0,5 1 y/em J gebon unter denselbcn 

Bcdingungcn mit dem Ammoniummolybdat-Rcagcna und anschlicBcndcr UV-Be- 
strahlung cine gegen Ammoniak bestandigo intensive Blaufarbung an den be- 
treifenden Stellen der Chroma logramme. Dies ist zu beaehten, wenn fiir papier- 
ehromatographischc Unicrsuehunien Ba-Salzo dcr P-Estor durch H,S0 4 oder 
■Sulfate in die freicn Saurjn odcr Alkalisalzc umgewandelt werden. 
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Papierchromatographische Trennungsmethodo. 503 

abspalten, eine durch Ammoniak ausloschbare Blaufarbung mit Molybdat zeigen 
(lockere Anlagerung des Molybdans ail estcrartig gebundenos Phosphat). 

Dio Identiflzierung von Kreatinphoaphat auf dem Papier gelingt einfach naoh 
der von Williams fur die Erkennung von Kroatin und Krcatinin besehriebenen 
Methode. Bespraycn der Cbromatogramme mit einer l,3%igen Losung von Pikrm- 
saure in 96%igom Athanol, 1 Std zur Umwandiung von Kreatin in Krcatinin bei 
100—110° C halten, und neuerliches Sprayen mit einor 1 n NaOH-Losung, wobei 
die charakteristisohe Orangefarbung des Kroatinins erscheint. 

Phosphor ylierte Pentosen und Hexosen werden mit den aus der Zucker-Chroma- 
tographio bekannten Reagenzicn identifizicrt. Wir verwenden als Spray reagenzien: 

° 1. Anilinphthalat naoh Partridge (1,66 g Phthalsauro + 0,93 g Anilin, 
gelost in 100,0 ml H 2 0-gesattigtem n-Butanol). 

2. m-Phenylen’diamin nach Chargaff, modiflziert naoh Ciiernick (0,2% 
m-Phenylendiamin-diehlorhydrat und 2% Oxalsauro • 2H 2 0 in 96% igem Athanol). 

3. Benzidin naoh Horrocks (0,5 g Benzidin + 20 ml Eisessig + 80 ml 

96% iges Athanol). ■ 

4. Naphthoresorcin naoh Isherwood (gleicho Teilo einer 0,2% lgen Losung 
von Naphthoresorcin in 96% igem Athanol und einer 2%igen wafirigcn Losung 
yon Triohloressigsaure werden unmittelbar vor der Anwendung gemischt). 

Die fur die einzelnen Zuoker-P-Ester charakteristischen Earbreaktionen 
erscheinen auf den besprayton Chromatogram men naoh 10—15 min Trooknung bei 
100—110° C. 1m AnsohluB an die Zuckerreaktionen — besonders nach Anwendung 
von Anilinphthalat — kann mit Molybdatreagons zur Sichtbarmachung dor 
Phosphorareale erneut gosprayt werden. 

Etir die allgomeine Erkennung von Polyhydroxylverbindungen eignet sioh ein 
von Hock eni lull angegebenes Sprayreagens : 1 Teii 0,05 n Natriumboratlosung 
vom p H 8,1, 2 Teile Phenolrotlosung (2 mg Phenolrot/ml Athanol, mit NaOH eben 
alkalisch gestellt), 7 Teile Methanol. Wir benutzen dieses Reagens, urn die Triose- 
komponente der Triosephosphate und andere Zucker-P-Ester in den Chromato- 
grammen als helle Flecke auf weinrotem Orund darzustellen. 

Zur Erkennung und Identiflzierung von Nucleotiden dienen: 

1. die UV-Photographie bei 260 m/x nach dem Photoprint verfahren; 

2. die R t -Werte dieser Substanzen in bekannten und neuen Losungsmitteln im 
Vergleioh zu reinen Testsubstanzen 1 und deflniertcn Nuoleotidgemischon ; 

3. die sogenannto „Mischchromatographie“ (Zusatz eines bekannten Nucleotids 
in bestimmter Konzentration zu der zu chromatographierenden Losung und quanti- 
tative Auswertung des fertigen Chromatogramms). 

Schwefelhaltige Verbindungen werden mit den aus der Aminosaure-Chromato- 
graphie bekannten Earbreaktionen nachgewiesen. Eiir unsere Zwecke eignen sioh 
besonders: 

1. Natrinm-Nitroprussid als „dipping“ -Reagens naoh Ioknn’tus u. Kolb 
(Reagens I: 1,5 g Na-Nitroprussid gelost in 5 ml 2 n H a S0 4 + 95 ml Methanol + 
10 ml 25% ig. Ammoniak, filtrieren und in der ICalte aufbowahren; Reagens II: 
2 g NaCN oder KCN, gelost in 5 ml H a O + 95 ml Methanol). 

2. Jod-Azid-Reaktion nach Chargaff, Levir u. Green. Die Chromato- 
gramme werden besprayt mit einer 0,05 n waBrigon Jodlosung, die l,5%Natrium- 

azid enthalt. r> . 1 

Bei dor Erfassung von SH-, S-S- odor anderen leich.t spaltbaron b - B mciniigen 
geben wir der Nitroprussid-Reaktion ihrer groBeron Empflndliohkoit wegen den 
Yorzug gegentiber der Jod-Azid-Reaktion. 

1 Ein Verzeichnis aller verwendeten Testsubstanzen flndet sich am SchluB der 
Arbeit, 
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K. Gereach und E, Weber: 


5. Quantitative Beslimmung dcr Phosphorrcrbindungen, 

Alio P-haltigen Areale wcrdcn ausgesehnitten, mit 0,5 0,8 ml Vcraschungs- 
reagcns (3 Teilo 98% ig') H a S0 4 + 2 Tcilo 00%igo HC10 4 ) feuoht vcrascht und dcr 
P-GohalL nach der Msthode von Bekkxb lu m u. Chain clektrophotoniGtriscli 
(Elko II, Zeiss Opton, Filter S 75, Wellcnlange 750 m/0 bcstimmt 1 . Von dicson 
Wcrtcu wird dcr Phosp-iorgchalt dcs Papicres sclbst — cr bctrugtdurchschnittlick 
in alien, aucli don 2-dimensiona!cn Chromatogrammcn, 0,005 0,01 y P/cm 3 — 
entapreehend den ausgcschnittenen ArealgroBcn abgczogcn; hicrdnrch gclangt man 
zu dem wirklichen P-G< halt dcr erfhBten Vcrbindungcn. 


Spozielles Verfalir hi zur papierclirumafograpIuKclien Aufarbeiltiug 
fraktionierter Nicrencxlrakte. 


I. Verwendete Losungsmitlel (Gerlactt, Webeb u. D6iuno). 

I. 30 ml Diisop 'opylathcr, 

30 ml n-ButenoI, 

20 ml Amciscnsaurc (98 — 100%ig). 

II. 45 ml Metby. -athyl-kcton oder Diisopropylather, 

25 ml vvasserjesattigt.es n-Butanol, 

5 ml n-Propanol, 

20 ml Amciscnsaurc (98 100% ig), 

III. 15 ml 30% ig.j TrichJorcssigsauro, 

25 ml 80%ig'j Ameiscusaurc, 

40 ml n-Butanol, 

20 ml n-ProptnoI, 

25 ml Accton. 


IV. 25 ml n-Propmol, 

35 ml n-Butanol, 

35 ml Ammoniak (25% ig), 
10 ml Wasscr. 


15 ml Athanol, 

10 ml n -Propanol, 
oder: 35 ml n-Butanol, 

35 ml Ammoniak (25% ig), 
10 ml Wasser. 


2. Papierchritmatoyraphie der Fraklionen O, A und B. 

Fruktion 0. Dcr ds Fraktion 0 bczcicknctc unveranderte Teil dcs 
TCS-Gesamtniercncx raktes wird auf Papicrbogcn 20 x 45 cm mit 
Losungsmittel I bci £0” C ,,absteigcnd ,< 2 x 18 Std cbxomatographiert. 
Samtliehc Nucleotide verblciben an dcr Startlinic oder lokalisicrcn sich 
dicht obcrlialb davcu, wiilrrcnd allc anderen P-Estcr dcs Gcsamt- 
extraktes mchr oder veniger vveite Strcckcn auf dem Papier zuriieklcgen, 

1 Da bci diescr Metlmdo die tlbcrfiibrung dcs Animonium-Phosphorwolybdats 
in Isobutvlalkobol quantitativ nur bei eincr Konzcntralion von 0,05 — 1,5 n H a S0 4 
gclingt, darf die Vcraschungsreagensmcngo 0,8 ml niebt ubcrscbieiten. Gcgobcncn- 
falls muB bei Verasehun ; groBorcr Arealc mit mebr Verasckungsreagcns ein ent- 
Bpreeliend hoherer Wassc rzusatz crfolgen. 
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KnicksteHe im 
Losungsmiffe! I 


Sfarf- 
linie ’ 





- — Gfasschifchen 
mit Losungsmiffe 1 1 


ohne iedoch quantitativ voneinander abtrennbar zu som. Lcdig «s 
Orthophosphat mit dem grofiten Rr-Wort m diesom Losungsmittel 
wandert den iibrigen Verbindungen sowcit voraus, daB es absolut sieher 
isoliert orfaBt werden kauri. Dieses Orth.ophosphat setzt sich aber zu- 
sammen aus dem im TCS-Gesamtoxtrakt enthaltonen freion Ortho- 
phosphat und dem aus Kr-P durch Eimvirlmng des sauren Losungs- 
mittels hydrolytisch abgospaltonon, so daB wir bier bessor von „Ortho- 
phosphat + Kreatinph.osphat“ sprochon. 

Kino aomoinsame oxakte Krfassung dieser bcidcu Verbindungcn im unver- 
andortcn Nierencxtrakt 1st besondcrs wichtig. Nach dor fraktiomcrten Jalung 
mtlssen. die Werto fur Orthophosphat aus Fraktion A und Kr-P aus Fraktion 
addiort uboroinstimmon mit don aus Fraktion O erimttoiten fur „0rtiiophospba 
+ Kroatinphosphat' ‘ . Dioso tlborcinstimmung kann als Mali fur dio Itxaktheit dor 
Fallimgsbcdingungcn gel ten ; denn wiirdc boi dieser 
chemischen Vorfraktionicrung auslabilen P-Estcrn 
Orthophosphat abgespalten, so miifitc sich der 
aus den Fraktionon A und B bcstimmto Additions- 
wert fur Orthophosphat und Kr-P gegeniiber dem 
aus Fraktion O crmittcltcn nachweislich. erhoht 
haben, was aber bei unscrer Arbeitsweiso niobt 
vorkommt. Tatsachlich liogt <ior Additionswcrt 
stots tiofor a Is dor direkt im TOS-Extrakt lic- 
stimmto; diose Different crklart sich aus cinom 
durchscbnittlioben Vcrlust von 9,4% bei den Fal- 
lungsvorgangen. 

Fraktion A. Die Papierchromatographic 
der Fraktion A erfolgt auf Papicrbogcn dcr 
GroBen 20 X 55 cm. Zur Tronmmg des 
Orthopbosphats und dcr 2- und 3-PGS 
von dcnNucleotid.cn wirdLosungsmittel.il 
l)ei 20° C „aufsteigend“ L6 Std oder boi 
starkerer Anrcichcrung dcr Fraktion A aui 
dem Papier — Losungsmittel I bei 20” C 
absteigend ' ‘ 8-12 Std angewendet. Fiir dio aufstcigende Ohromato- 
nranbie ubernahmon wir dio von Flecktsnstktn u. Gerlaoit angegobone 
Methodik (vgi . hierzu Abb. 1 M*f, dtoArch. 2X9, 53 * ; 1953) ; un«r» 
Abb. 1 zeigt ihre sinngomaBo ttbertragung auf die abstoigondo Chroma- 

tographie. 

Wahrend Orthophosphat in dieser Anordnung „auf- bzw absteigend' 
sceen das Ende EF des Papiercs von dor Startlime etwa 12 bzw . 22 < 

ZliZrt, lok.lisicrt ,i«h PCS Mb- W<* 

Startlime und Orthophosphat. An der Startlime selbst blc bon die 
Nucleotide der Fraktion A soharf begronzt zuruok (vgl. Abb. 2). Ledig- 
lich ein Toil dor mit Barium fallbaren Flavinderivate wandert 2—1 cm 
von dor Start] inic fort. 


Ende 

EF 


Ende 

AB 


Abb. 1. Anwenduug von Losungs- 
mittel I „nbstcigcml“. Yaix Auf- 
tremnmg der Nucleotide in dci 
Kraktion A wircl daft Ifindo lilt’ dos 
Papicroft mit Orthophospiiat mid 
]>GS in oa. - r > cm Rntformmg von 
dor Startlinie abgeschnLtten und 
Losungsmittel IV ,, absteigend “ in 
Riclitung auf das Unde A H ties Oliro- 
inatogrammboKons angewend et. 
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... . liaklionA Tea! licit von ATI’ + ADP 

Star,,.,,, «„rnrk. IT.,, into, in Z 

LiMunv-niltfi'lK .mi. 


Mil* 


M-i i 



ADP 


ATI* 


A Iil». rv-l*h„|„- 
«iii|«hi<* ilt*r Krsikriiiii 
A iiurlt AnwiMiihmu 

von l.nMiiiitfKiiiiKrl 1 1 
(lizw . I ) mill Lnxinius- 

ml E I cl IV. | >ic 
l« , ut i*Ii* linlirii stirli in 
I Kmkrfunrn (ADI*. 
ATI*. \ |*| iiihI \ l ' rl ) 
aurm*tc*iJt. 


Frnkfloi A 


T«*lfit?rkp von ATP ADI* 
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Nach. dor Anwondung von Losungsmittel II bzw. I und lstiindigcr 
Zwischentrocknung (Zimmertempcratur) wird Toil CDEF dcs Papiores 
mit Orthophosphat und PGS parallel zur Startlinic in 5 cm. Abstand 
da von abgcschnitten. 

Zur Auftronnung dor Nucleotide wird nunmohr Losungsmittel IV boi 
26° C ,,abstcigend“ 2mal nacheinandcr jo 21 Std am Teil ABCD so an- 
gcwcndet, daft diese Verbindungcn von dor Startlinie auf das Ende AB 
dos Chromatogrammbogcns zuwandcrn, wobci sic sich in cincm Teil dos 
Papiores lokalisicren, der noch nicht von P- Verbindungcn durchwandcrt 
ist. In dieser Anordnung lasson sich 4 NucJeotid-F raktioncn gotrcnnt 
; orfassen. ADP lokalisicrt sich am weitestcn vorn, dahinter ATP und 


• • o 


Fraktion 0 Ifraktion B 

Abb. 4, U V-Pho tograpbio dor gcmoinsam mit I .oaimgHmittol I „abntoiffeiuL“ chromatographiorton 
Fraktioncn O und 11. Die Nuclcotido dlosor Fraktioncn lokalisicren sich an mid In geringem Abstand 
von dor Startlinic. Die Fraktion 11 wurdo starker auf dom Papier angcrciclicrt. 

noch. mehr zuruckblcibend 2 wciterc Nucleotide, NF , und NF XI (vgl. 
Abb. 3). 

Fraktion B. Fur die saubcrc Auftronnung der zahlreichen Bostand- 
teile dieser Fraktion mussen verschiedone Arbeitsgangc durchgofiihrt 
worden. 

1. Die Erfassung von Kr-P, Triosephosphaten und 2 weitoren, noch 
nicht identifizierten Verbindungcn (Verbindung X und. X x ) gelingt am. 
einfachsten durch 2maligo Anwendung von Losungsmittel I bei 20° C 
„abstcigend“ jo 18 Std. Zu diesem Zweck wird die Fraktion B neben der 
Fraktion O auf die glcichen Papierbogen aufgctragcn und boide Frak- 
tionen gemeinsam chrom.atographi.ort. 

Da Kr-P in der Fraktion B durch die Einwirkung dos sauren Losungs- 
mittels seine Phosphatkomponcnte abspaltet, orfassen wir es als Ortho- 
phosphat, das alien andcrcn Verbindungcn dieser Fraktion weit voraus- 
wandort. Der Kreatinrcst bowegt sich. noch ctwas raschor vorwarts und 
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10. Uehi.acii unci 10. Weheu: 




A 

Verblndung X 1 

u 


c \ 

\ j Veibindung X 


Starffin/e 



Abb. Oriuiiiithfi-tri’uc ('lirtin alciuruiiuii* 
paiiNc. aim der <Iio (’>*ifioii ilnlurr 
In-mil rrraUbanT I’-Yrrbliului jjlmi (Kr-1\ 
- - Tr iusr|il loitplm I fra k ( innt’n , Vrrbiinliinu 
X, mul Yrrbinilmiu X) nitcli Amvrinluiitf 
vi»u l>Mtui|{£iiiitlrl I ..abstriKiMul" crsielil- 
lich winl. Dir XmicotMr viT ili ibrn «r- 
niHiiKAiii in Surtlinirnr iiln*. 


kn 1 1 11 mil deni Pikrmsaurcrcagcns nach 
Williams vnr deni Orthophosphat- 
siehtbur gcmacht werden. Die Tiiosc- 
pbosphale, dent lieh in 2 Koniponcntcn 
getremit, luknli.sicren nich liinter deni 
Ortlmphospluit in 5 bzw. 8 em Ab- 
slimd. Nocli uniter zuriick bloilit die 
Yerbiiidung X,. Zuischcn die in dcr 
Niilic dor iSfiU'tlinic verbleibenden Nuc- 
lenlide (vgl. Abb. -I) mid Yerbiiidung 
X, set at nidi, gut abgctrennt, Vcrbin- 
dung X. Als Pause cincs solchcn Cliro- 
niatogrnmms zeigt Abb. a die Posi- 
lion der gennnuleii Verbindmigcn. 

-■ Alle in dcr Fraktion B vorkoni- 
nienden Nucleotide und einige weiterc 
P-Rslcr werden (lurch 2-diniensionale 
(‘hrnniatographio getrennt erfafit. -t 
Piiliierbogen der (Irofle 3a 55 cm 
mil je ciiiem Sturt punk t in 0 cm Ab- 
sl mid vmii initcren mid scitlichen Rand 
iverdcn mil Losiingsniiltel III bei 20 C 
- ninl nachcinandcr jc IS Std „uufstei- 
gend" elironifttographiert. Die Abb. (> 
•/.eigl die U V-Pliotographic dcr vorge- 
treniitcji Nucleotide: in Abb. 7, ciner 
Panne cities aolclicu f.'l i n i in a t ogra mines, 
ist die Position alier P-\'crbindungcn 
(largest e lit , 

Xocli nielli eimlrulig itlcut iliziertf Nuc- 
leotide dieser I’niXlion sind als Nl'm, NFn, 
N I' v und \l'\i bezciclinct. ,,H , l > "-Vcrbin- 
dinigeii siml solelie, die nacliweislicli Schwcfel 
mid Phosphor eiillmllen. 

Nach der Vortrennmig mil Lbsuugs- 
mittel 111 erfulgt die 2-diinensionaIe 
('broiimtographie. Ilicrfiir werden die 
(’liromaLogrnmmbogcn in Holic dcs 
SturlpuuktcN und 20 cm oberhalb da- 
von abgcsclmillen, so dab sic jetzt die 
Malle 20 - 35 cm haben (vgl. die 
.Selinittlinicn in Abb. 7). Bei 2 solchen 
Bngen kommt Losungsmit tel I (18 Std 
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bei 20° C), bei den beiden andcren Losungsmittol IV (2 mal 24 Std 
boi 26° C) jeweils „absteigcnd“ in derneuen Langsrichtung der Papiere 



Testflcclce von TTraktion B Test Hock c von 

CMP I- (IMP AM1 ’ 1 IMT “ + DPN 


Abb. 0. (J V-Phot-ograpbic tier mit tbsungsmittol III „aufstcigcnd“ vorgetrennten Nucleotide dcr 
Fraktiori B. Mitehromatographlcrte Tcstsubutanzcn: (IMP, CMl’, S'- AMP. IMP und DPN. 

zur Anwondung. Dadurch gelingt die gewiinschte Trcnnung alter er- 
faBbaren P-Verbindungon. 

Wio die Abb. 8, oino Chromatogrammpauso, zeigt, tronnt das saure Losungs- 
mittol I besonders gut Vorbindung X vom AMP und Nuolootid NPm. Alio anderon 
Nucleotide und P-Estor (CMP, IMP, NErv, NE V , DPN, NF VI , G-6-P, F-6-P) und 
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H. ( iRunrii uml H. Weiikii: 


<lie „S f P'‘-Verbindunicn ucrtli-n niiL dcm ammnoiakalischeii Liisungsmittol IV 
so ucit aufgclrcunt, daG ilirc isolicrlc Krfassung ohno iSchiviorigkoitcn gclingt, wio 
aus Aldi. 9, dcm Ausscimitt cinor l’V- IMinlographic, und Abb, 10, dor cntsprcchen- 


Kr-P 


don L’auso cincs fcrligcn 2-diincn- 
sionalcn Ohronmtogrammcs, er- 
sichtlicb 1st. 


V ' Triose-° +Verbindung X, 


Schntfihnie 


/nr Beurlciliing tier kombi- 
nicrlen Arbeitsiiiptli odcn. 


S' 

O' 


"S + P Verbindungen 


^ 5- -AMP 

* Verbindung X 


qi np /// 



F-B-P 
IMP + NF IV 
G- S-P 



Abb. 7. OrininnlKrtriHie Chro nnUiKniniiiipausr, aus 
ili*r die Position filler in 1’rak ion IJ vurkomniendcn 
I’-Vrrbinduiitfon narli d«*r AiivciiUuiik von Losiiii**- 
miltel HI ..aufslviaviHi" lirrvoKrht. Da nur cine un- 
voIlKtaiiilini* Trciiimiiu d«*r n.Hstrn dieser Vrrliin- 
ilungen zu erreiclicn isf, imiU d r zwisehrn drn bcklcn 
Nrhnitllinien Rck'Kcnt* Tdl dcs Papirrrs anschlirBcnd 
2-dinteiisinnal cliromatuir ajiliirrt tvmlen. 


Bci l’riiFuiig der Original- 
fsllungsmcthodc nacliui Page 
ail Ervtlirocytcnextruktcn fan- 
don wir cine gcringc Zunaluiic 
den Orlliopko.spkittgchaltcs 
nach dcr Frakliimienmggegon- 
iilicr dcm ini TCS-Extrakt di- 
lekl liestimmlen Wert fiir 
Orlhopliosphat. Ervtkrocytcn- 
exlrakte mit. ilircm aulJcr- 
nrdciit lick gcringcu Gchalt an 
f'rcicm Orl hophoKphat beiroclit 
groUcn Mcngcn labiler I*- Ester 
(Ei.kckenstein u. Gkrlacii) 
cigiictcn sick Fi'ir diese Ivon- 
[ nil lunt crsuckuiigcn besonders 
gut. Naclidcm ziir WicdcrauF- 
lcisiing dcr Fraktioiisnieilcr- 
scldiigc iiichl nielir IICI, son- 
dern die schimcndcrc Amciscn- 
siiurc verwendet ivurdc. lied 
sick kcinc Pliosphatabspaltung 
wiikrcnd dcr Fraktionicriing 
m ck r nacluvcLsen. 

Die Fragc nach dcr quan- 
titutiven Fiillliarkcit dcr Bc- 
slandtcilc dcr cinzclucn Frak- 
liuiieii wurde an Ery tkrocy ton- 
und Nicrcngcwebsextraktcn 
genau uborpriift. Dabci cr- 
gabcn sick ills absolute Vorbc- 
dingungcii fiir die Exaktheit 
der Fraktionierung: 

a) dcr pii-Wert von S.G 
muB gcnaucstens ciugestcllt 
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O f -^ 

) IMP+NF IV 


Qs-S- f 


word on, da gcringe Abweichungen zur saurcn odor alkalischen Soite 
fast stets zur vorzoitigcn odor verspatcten Ausfallung oiniger P-Ver- 
bindungen fiihren; 

b) nach Zusatz von Barium bzw. Athanol diirfcn die Niederschlage 
fruhostons 20 bzw. 45 min spator abgetrcnnt word.en, da erst nach 
dicscr Zcit oino vollstand.igc Aus- 

S'-AMP 

fallung gewahrleistet ist. . , . , 

i i Verbmdung X 

Bio Abtremiung dor Bostand- 

teilc der Fraktion A von donen dor ^^SUgiZ ( ) 

Fraktionon B und C geiingt bei V 

Einhaltung dor gcschildcrten Be- _____ 

dingungon ohno Schwiorigkciten. H|||||p NF ill 

Jodoch geniigt z. B. eino goringo 
Abwoichung vom pg-Wcrt zur alka- 
lischen Scito, um die Mitfallung oiner 

ldoinon Menge von AMP in dor Frak- (^) F-6-P 

tion A zu bowirkcn. Dios ist ohnc 

woiteros an don UV-Photographion dor / Mr + Nr IV 

ohromatographierton Praktion A or- /—n 

konnbar, da sioh das AMP — out- / J G-6-P 

sprcohond seiner groBcrcn Wandorungs- ^ — Z 

gcsch'vvindigkoit — vor den andoren 
Nucleotidon an oinor Stcllc im Chroma- 
togramm lokalisiert, die unter normaJ.cn 
I iodingungen koine UV- Absorption zoigt . 

Von Sacks wurdo darauf hinge- 
wicsen, daB oine wirklicb quantitative 

Abtrcnnung der in Fralction A vor- ;|||| ^ V 

kommonden P-Vorbindungon nur (lurch ||||i 

kombiniertoBarium-Calcium-Fallungzu \ 
erreichon soi. Wir konnten abor bishcr | 
boi der papicrchromatographischcn Auf- ] 

arbeitung der Fraktionon A und B j §||||| (= Cozymase) 

koinon Anhaltspunkt fiir cine solch un- \ 

vollstandige Fallung gowinnen, da nur | $ % NFVI 

in sohr wenigen Vorsuchon zu vernaob- | ® $ 

lassigcndo Spuron von ATP, ADP und i 

Orthophospliat in dor Fraktion B orfaBt 

ivurden. AUgomoingultige Aussagoniibor 

dio Vollstandigkeit oinor Fraktioniorung ,,, „ , 

, . , . ; Abb. 8. Orlglnolgfltrcmo (ihromatogrammpanse, 

konnen sichor rrar nut Vorsicht gcmacht f y c nac ^ 2-dimcnsionalcr Chromatographic mit 
werdon; donn in Abhangigkoit vom LOstingxmi ttd J [[(-->) uml LOBinigsmittol !(—>•) 
Gohalt einos Gowobsoxtraktcs an men- die Abtrcnnung dcs AMI* von Vcrblndung X so- 
gonmaBig dominiorenden Bostandtoilon '™ *“ Vnr,m,tcn d0 «° n ™indun g on 
hcrrschen untorsohiedliebe Fallungsbc- 

dingungon. Zur ondgultigon Klarung diosor Vcrhaltnisso wordon aber zur Zeit nooh 
weitore Kontrollvorsuche durchgofuhrt. 

Aueh dio Tronnung der Bcstandteilc der Fraktion B von denen dcr 
Fraktion C verlauft in Nierenoxtrakten quantitativ; allerdings ergab 


DPN (= Cozymase) 


Abb, 8. Originalgctr one Chromatogram mpau so, 
die nach 2-dimcnsionalcr Chromatographic mit 
Tidsungsmittcl Hl (•-->) und Loslmgsmittcl I (— >) 
die Abtrcnnung dcs AMP von Vcrbindimg X so- 
wic, das Verbal ten dor flbrlgon P-Yorbindungon 
zeigt. 
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nl’2 K. l * Klc i,.\ ( 'i i iinrl H. YVkhbh: 

sick die Nol vvciidigkcit . stall des I laclicn das a faclie Volumcn Alkanol 
riir die Fiilhing der le chllbslichcn Ba-I’-Ester zuzusclzen. Im Gegensatz 
zu ciner Angabc voi l,K 1*auk kounlcu vvir siehcrstellcn, da(3 unter 
unsoren Bcdingungcn auek DPX quantituliv in dcr Fraktion B crsckcint, 
dotiH in dcr Fraktion (‘ konnlc kcinc Subslanz mil U\'-aksorl)icrcndcn 
Eigcnsrlmflcn mclir r aehgcwioscn werdcn. 


« 


'III — 


IMP X l lv 

}i. Aiijwchiiiu uiifi finrr V V-IMintutfra|ihic nach 2 *ilimrn*innalcr riinjiiiiUuxraitliic mil Losuntf*- 
mil tt*l III <->) un<l LnsiiimsmUivI I\' (— *). CMP umi XKm jtuwii* IMP 11ml N'Fjy nunmrlir 

vniiHnomlrr aelronnl. 

Flavinadcninnuclc itidc und andcrc Flavinderivatc des TOS-Nicren- 
cxlrakles vcrhallcn si -h bci dcr frnktionicrtcn Fiilkmg nicht cinlicitlich. 
Die Ilauptmcngc dics.-r Verbindungcii ist zwnr mil Barium fallbar und 
crsckcint dcmcntsprckcnd in dcr Fraktion A, jcdock wird nock cin 
klcincr Tcil als Icicklloslickc Barium verbindungcii in dcr Fraktion B 
wicdcrgcfundcn. Wcg *n dieses untcrschiedlichen Vcriiallcns wurdc in 
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unseren Versu.ch.en auf die quantitative Bestimmung der Flavine ver- 
zichtet, zumal sich herausstellte, daB nur eine relativ sehr kleine Mcnge 
Phosphor auf sic entfallt. 

Um zu klaren, ob wahrend der zum Toil recht langdauornden Chro- 
matographic in den einzolnen Fraktionen labile P-Ester durch Ein- 
wirkung der sauren odor ammoniakalischen Losungsmittel einen Toil 


o 


Jj Kr-P 
Triose-P 


0 


5'-AMP 



F-6-P 

0 


IMP | 


0 - 




S-P 


\ 


Abb. 10. Orlginalgctreue Chromatogrammpause, aus dor die Position allor aufgetrennten P-Vcr- 
blndungon der Fraktion B nach 2-diraenaionaIcr Ohroraatograpliio mit don MsimgsmiMeln III (---») 

nnd IV (->) hervorgeht. 


ihres Phosphates hydrolytisch abspalten, wurden die fertigen Chromato- 
gramme zusatzlich mit Losungsmittel I chromatographiort. Hierdurch 
konnte geklart werden, daB keine Verbindung Phosphat abspaltet, da 
die Areale, an denen sich dieses abgespaltene Orthophosphat lokalisieren 
wiirde, bei quantitativer Auswertung den Leorwert des Papieres ergaben. 
Allerdings diirfen keine Pauson zwischen den oinzelnen Chromatographie- 
vorgangen eingelogt werden. 

Arch, exper. Path. u. Pharmakoi., Bd. 224, 34 
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514 E. G Erlach und E. Weber: 

Nur Kr-P wird dure i Anwcndung gaurcr Lusungsmittcl zerstort, worauf bereits 
hingrwicscn wurde. Ea far in dicscm Zusammenhang wiclilig, ob daa in Fraktion B 
erfaBte Orthophospliat, das wir als nur aus Kr-P abgcspal tones ansehen, wirklich 
allein aus dicscr Verbinc ung entateht. Iiumorliin bestebt die M5gliohkc.it, daB noch 
andcrc labile P-Estcr in ler Fraklion B Fhosplmt abspalten oder daB die Ausfallung 
dcs freien Ortbophosph ites mit Barium nicht quantitativ gelingi, wodurch von 
vomberein schon cine kleinc Mongo freien Orthophosphates in dcr Fraktion B 
vorbanden ware. Durch Cliromatographic dcr Fraktion B mit Losurigsmittel IV, in 
dem Kr-r als intaktc ”crbindung nebon eventuoll vorhandenem Ortbophosphat 
crfaBt wird, konnte einwandfrei geklart werden, daB in dirser Fraktion kein Ortbo- 
phosphat vorkommt, und die nach Cliromatographie mit sauren Losungsmitteln 
auftretonde Menge an freiem Ortbophosphat genau iibercinstimmt mit der im 
Kr-P gebundenen. 

Fur die Beurtcilung dcr Genauigkeit unscrcr kombinierten Arbeits- 
wcisc war cs not wendig, in jedem Vcrsuch den Verlust an P-Verbhidungen 
dureh die chemischc Vorfraktionicrung zu erfassen und bei der Papicr- 
ebromatograpliic dcr Fraklioncn A und B zu bestimmen, wicviel Prozent 
dcs Gesamt-P-Gchaltcs dieser Fraklioncn in den isolicrten P-Verbin- 
dungen wicdcrgcfundcn werden. 

Die' DilTercnz zwiseken dem aus Fraktion 0 erinitlclten saurcldsliclien 
Gesamt-P und dem nach dcr Fallung in den Fraktionen A, B xuid C 
wicdcrerfaOten Phosphor ergibt in unscren Versueben einen durcli- 
schnittlichcn Verlust an P-Verbindungen von 9,4%. Dicscr Wert ent- 
sprieht durcltaus deal Verlust, mit dem bei einer cliemischcn Frak- 
tionicrung kleinster flubstanzmengen gercehnct werden muB. 

Bei dcr papicrch 'omatographischen Aufarbeitung entfallen auf die 
getrennt bestiinmter P-Verbindungen durelischniitlieh in Fraktion A 
93,0%, in Fraktion B 91,5% vom jeweiligen Gesamt-P- Gehalt dicscr 
Fraktionen; der Rest- von 6,4% bzw. 8,5% wird nicht eriaBt, 

Normalverf >iluug der siuirclbslichcn P-Verbindungen 
in RiiUennieren. 

Tabdle 1. 

v I’/a : v l’lt i <unol P /g j /imolP/g 

Fi'iii'htKvMicht j Trockriigewiclit | Feuchtgcwlclit | Trockeiigcwtclit 


Fraktion 0 ..... . 881 4190 ! 28,4 135,0 

Fraktion A 336 1600 10,8 51,6 

Fraktion B 324 1542 10,45 49,8 

Fraktion C ; 139 062 4,49 j 21,3 


In dcr Tabellc sir d die aus 20 versehiedenen Vcrsuchcn hesti mm ten 
Mittchvcrtu fur den P-Gehalt der Fraktionen O, A, B und C getrennt in 
7 P- undjumol P/g I'eueht- und Trockcngcwicht aufgcfiihrt. Die Wcrtc 
in dcr Fraktion 0 geben den tatsachlichcn Gcsamtgehalt an saure- 
Idslichem Phosphor in TCS-Nicrencxtrakt wieder ; die iibrigen Angaben 
zeigen die nach dcr Vorfraktionicrung auf die Fraktionen A, B und C 
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entfallenden P-Mengen, die zusammen ini Durchschnitt 90,6% dcs saure- 
loslichen Gcsaxnt-P ausmachen. 

Es ist jedooh zwockmaBig, als Bezugsbasis lediglioh don P-Gehalt dieser 
3 Fraktionen als „Gcsamt-PA + b + c“ mit 100% anzusetzon, da nur von dieser 
Mengo ausgohend eine Aufschliisselung in die oinzelnen P-Verbindungen durchge- 
fiihrfc wird. Somit orgeben sich fur die prozentualon Anteile jeder Fraktion am Wert 
fur „Gesamt-P A + B -i- c" • Fraktion A 42,1%, Fraktion B 40,5%, Fraktion C 17,4%. 


Tabelle 2. 



<o a 
» g 

© 1 o 
+ 

2 5 

0 s - CS Pk 

A 

£ 

© 

fcfl 

GO'S 

Ph § 

A 

¥ 

a> 

bO 

I 

60'S 

A 

¥ 

P 

bfi 

II 

A 

a 

¥ 

a? 

to 

a 

3$ 

u 

A 

o 

£ 

Sjs 

o § 

s ® 

:s.pr 

A 

¥' 

<v 
to to 
p 

— o 

Ch m 
© ° 
as 

Orthophosphat 

29,4 

240,0 

1135,0 

7,75 

36,1 

— 

— 

Verbindung X 

Adenosin-5'-monophospliat 

10,0 

78,1 

381,0 

— 

— 

2,65 

11,7 

5,7 

44,4 

216,0 

1,44 

7,0 

— 

— 

Diphosphopyridinnucleotid 
(— Co-Zymase) 

5,0 

38,1 

179,0 

0,61 

2,8 



. 

Kreatinphosphat 

Adenosin-5'-diphosphat . . 
Adenosin-5'-triphosphat . . 

4,5 

31,8 

153,0 

1,02 

5,0 

— 



3,8 

30,4 

145,0 

0,49 

2,4 

— 

— 

2,6 

23,5 

112,0 

0,25 

1,2 


— 

1ST ucleotidfraktion „NFm“ . 

2,1 

16,6 

78,0 

— 

— 

0,54 

2,6 

Nucleotidfraktion ,,NFn“ . 

2,1 

16,6 

78,0 

— 

— 

0,54 

2,6 

Nuclootidfraktion „NFvi“ ■ 

2,0 

16,2 

75,8 

— 

— 

0,52 

2,6 

Nucleotidfraktion „NFy“ . 

1,9 

15,0 

71,2 

— 

— 

0,44 

2,1 

Verbindung Xj 

1,6 

11,8 

57,2 

— - 

— 

0,38 

1,9 

Glucose-6-phosphat .... 

0,9 

7,1 

33,8 

0,23 

1,1 

— 

— 

Fruotose-6-phosphat .... 

0,87 

7,0 

33,6 

0,23 

1,1 

— 

• 

Nucleotidfraktion „NFi“ 

0,87 

7,0 

33,6 

— 

— 

0,23 

1,1 

2- und 3-Phosphoglyoerinsaure 

0,6 

5,1 

26,8 

0,18 

0,9 


— 

Inosin-5'-monophosphat . . 

0,56 

4,3 

21,6 

0,14 

0,7 

— 

— 

Triosephosphato 

0,53 

4,2 

20,4 

— 

— 

0,14 

0,7 

Drei „S + P“-Verbindungen 

0,52 

4,2 

19,8 

— 

— 

0,13 

0,6 

Nucleotidfraktion „NFiy“ . 

0,51 

4,1 

19,2 

— 

— 

0,13 

0,6 

Cytidm-5'-monophosphat 

0,3 

2,2 

11,6 

0,07 

0,4 

— 

— 


Die Ubersichtstabelle zeigt fur alle crfaBten P-Verbindungen Mittcl- 
werte aus 20 getrennt durchgefiihrten Untersuchungen. Geordnet sind 
die Substanzen nach ihrem in der 1. Spalte angegobenen Prozentgehalt 
Phosphor, bozogen auf den Durchschnittswert fiir ,,Gesamt-P A + b + c <! - 
In den nachsten Tabellenspalten sind jcvveils die Werte in y P/g und fiir 
alle identifizierten P-Ester in «inol/g Peucht- und Trockengewicht 
wiedergegeben. Eiir alle noeh unbekannten Yerbindungen erfolgt 
schlieBlich in den beiden letzten Spalten eine Angabe in /<mol P/g 
Peucht- und Trookengewicht. 

Orthophosphat mit knapp 30% des Gesamt-P A -|_B+c ist' die a b- 
solut groBte Fraktion. Damit ergibt sich fiir organisch gebundenen und 
den im Orthophosphat gebundenen Phosphor ein Verhaltnis von 7:3. 

34* 
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616 E. U Erlach und E. We u Eli: 

Mit cincr nicht-chromatographi.sehcn Arbeitsweiso bcatimmtc Wcrtc 
fiir saurclosliche P- vcrbindungcn in verschicdcncn Organen nnd Ge- 
weben warden 1918 von le Pace mitgctcilt. Verglcicht man dicsc Zu- 
sammcnstcUung der Verteilung von P-Estcrn im Nierengcwcbe mit 
unscrcn Angaben, sc crgibt aieh uberraschenderwcisc, daB der von uns 
als Verbindung X an 2, Stcllc in der Tabcllc gefuhrtc P-Ester mit. 
2,65/imolP/g Feuchtgewicht ubcrcinstimmt mit der von lePage cr- 
faBten ^umol-Mcnge Glucosc-6-phosplmt. Wir konnten jedocb mi t, 
einiger Sicker licit ausscldieBen, daB die Verbindung X als Glucosc- 
6-phosphat anzusehtn ist, da das papierclnomatograpliische Vcrhalten 
bcidcr Vcrbindungcr groBe Untcrsckicdo aufweist. Glueosc-6-phosphat 
finden auch wir im Nierengcwcbe, jcdocli nur 0,29 /imol/g Feucht- 
gewicht. Die Fragc, ob cs sick bci unscrcr Verbindung X um die von 
i.e Page als Glueose-d-phosphat angesproehone Verbindung liandelt, muB 
solange nock unbeantw ortel bleiben, bis die Idcnt ifizi crung der Ver- 
buidung X gelungcn ist, 

AMP mit. 6,7% dcs Gcsaint-P A , „ . c and 1,41 /miol/g Feucht- 
gewicht folgt an 3. Stellc in unscrcr Tabelle. Sckon 1930 wurdc von 
Embden u. Deuimcke die im Nierengcwcbe vorkommendc Adenylstiure 
auf Grund ikrer Dcsa ninierbarkoit durck Muskeldcsaminasc als ,,Muskel- 
adenylsaurc" 5'-AMP identifiziert . Diescn Bcfund komiten wir durch 
Anuendung von Lbuingsinitlcln, die erne Trennung dcs 3' (bzw. 2')- 
AMP von ft- AMP gcatatten, auch papierchromntographiseh bestatigen. 

Nur in hcI tenon Falbn wurden geringo Mongon cincr Verbindung gefunden, dio 
schr wabrschcinlich als -i' (bzw. 2')-AMP angcgprochen werden kann. 

DPN ( Co-Zym isc nach v. Eilek) mit 6% dcs Gcsamt-P A + „ + c 
bzw. 0,61/imol/g Fr.sckgewieht bildct nock cine der groBten P-Frak- 
tionen. Hierbei ist aocr zu bcriicksicktigcn, daB durch Extraktion dcs 
Gewcbcs mit cisgckiihlter TCS die reduzierte Form der Co-Zymase, das 
DPN-IL,, zerstort wnd (IIolzer u, Mitarb.), und deshalb miser Wert fur 
DPN nieht als MaB fir die stationare Konzentration dcs gesamten DPN 
in dcr Nierc geltcn kann. Der tatsiiekliche Wert fiir DPN j DPN-II, 
wird nock wcsentlich holier liegen. 

Es ubcrrasclit nieki, daB cin slofTwccksclehomisch so taligca Organ wie die 
Nicrc diescn reebt groflen Gehalt an DPN aufweist, da fiir die meisten fermentativen 
Dehydricrungsvorgange dio Mitwirkung vim DPN odor aber TPN bewicscn wurdc. 
H.v. El lkru. Rcneujei Mmaehtenschon 1927daraufau£merksam,daBdioinXiercn- 
gewebe mit einer fermenteliemisehon Bcstimmungsmetbodo crfaBbarc Co-Zymase- 
mengeauffallendgroB ist. Weiterkountcn dann Sym, Nilsson u.v. Euler 1931 zeigen, 
daB die Nierenrindo etna doppelt soviel Co-Zymase entlialt wie das Nierenmark. 

Auf die lusher, idc ltifizicrlcn encrgiercichen P-Estcr Kr-P, ADP mid 
ATP cntfallen zusammen ctwa 10% dcs Gcsamt-P A T B . c . Die 
/<mol-Werte/g dicser 3 Vcrbind ungen vcrhalten sich nacli unscrcn Bc- 
funden im Durelisclnitt wie 1,02 (Kr-P) : 0,49 (ADF) : 0,25 (ATP), 
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Im Gegensatz zu dem recht konstanten Kr-P-Gehalt des Niorengewobos sahen 
wir daB der ATP- und ADP-Gehalt starkero Schwankungon aufweist. So ergaben 
Zigo Yorsuche annahernd gloiche ^mol-Werte/g Mr ADP und ATP; im ganzen 
gesehen fend sich aber stets mohr ADP als ATP. Dieso Bofundo stohonm guter 
tlboreinstimmung mit Angaben von Oliveb iibcr die Vcrteilung von ATP und 

A Der mit alteren Methodon bestimmtc ATP- und ADP-Gehalt yerschiedener 
Gewebe scheint in don meisten Fallen zu hoch zu liogen, da wegon dor Violzahl von 
labilen P-Estorn in solchen Gowoben oino wirklich isolierte Erfessung diescr V er- 
bindungen kaum gelingen konnto. So mag auoh zu erklaron sein daB m paron- 
chymatosen Organon friihor mehr ATP als ADP gofundon wurde dagegon m 
neueren, ehromatographisch durchgefiihrten Untersuchungen, dicse beiden Ver- 
bindungen als etwa gleich groBe Fraktionen orkannt werden bzw. ein Dberwiegen 
von ADP iibcr ATP festzustellon ist. Entsprcchcnde Befunde wurden unlangst 
auoh von Rabinowitz u. Mitarb. fur Lebergowebo mitgotoilt. 

Einige weitore im Nierengewebe vorkommendo Phosphorsaureester 
bzw. Nucleotide konnten als Fructose- 6-phosphat, Triosephosphate, 
Phosphoglycerinsaurc, Inosin-5'-monophosphat und Cytidm-5'-mono- 
phosphat identiflziert werden. Ihre /rmol-Werte/g sowie der auf sie ent- 

fallende prozentuale P-Gehalt sind dor Tab. 2 zu entnehmen. 

Zur Charakterisierung der noch nicht identifizierten Verbindungen 


kann folgendes angefuhrt werden : 

Unbekannte Nucleotidfraktionen („NF“): Bei dicscn Verbindungen 
handelt es sioh wahrscheinlich um solche Nucleotide, die in jiingerer Zeit 
in verschiedenen Geweben von mehreren Autoren (Paladini u. Leloir; 
Hurlbert; Cabib, Leloir u. Cardini; Bergkvist u. Deutscii; Hurl- 
bert u. Potter; Smith u. Miles; Sciimitz, Hurlbert u. Potter, 
Schmitz) aufgefunden und als Di- und Triphosphate von Cytidin, 
Guanosin und Uridin sowie als Uridin- 5 '-diphosphatderivate erkannt 
wurden. Testsubstanzen diescr neuentdeokten Verbindungen standen 
uns nicht zur Verfiigung. 

Die in der Fraktion A orfaBte Verbindung NFi zeigt iibcroinstimmcnde K t - 
Werte mit Testsubstanzen von TPN. Eine endgiiltige Aussage iiber die Identitat 
von NF[ mit TPN ist aber noch nicht moglich. 

Verbindung X und X v Da diese beiden Substanzen keine UV- 
absorbierenden Eigenscbaften aufweison, kann es sich nicht um Nucleo- 
tide handeln. Trotz maximaler Anreicherung dieser Verbindungen auf 
den Chromatogrammen verliefon alle Zuckerfarbreaktionen negativ, so 
dafi mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Bindung des Phosphates an 
einfache Pentosen und Hexosen ausgeschlossen werden kann. Unter 
einer groBen Zahl von Testsubstanzen wurden bishor noch keine P-Ver- 
bindungen gefunden, die in den verschiedenen Losungsmittelsystemen 
mit Verbindung X und Xj ubereinstimmende R f -Werte ergeben. Durch 
Anwendung des Ammoniak-Resistonz-Tcstes wurde orkannt, daB beide 
Substanzen schwerhydrolysierbare Phospha.tbindungon besitzcn. SchlieB- 
lich kann als weitere Eigenschaft dieser Verbindungen angefiibrt werden, 
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E. Uem.aoh und E. Weuek: 


da3 sic mit Barium Idclitlosliehc Salzc bildcn, entsprechend ihrem Vor- 
kommcn in dcr Enklion B. 

Es sci nocli dara jf hingcwicscn, daB die in belrachtlicher Mongo in Ervthro- 
oyten vorkommendc 2,3- Dipliosphoglyccrins&uro nach Anwendung verschicdencr 
saurcr Dosungsmillel gleiches papierchromatographischcs Vcrlialten wie die Ver- 
mdung X zeigt; lcdjglich in ammoniakalisehcn Losungsmittcln lassen sich Unter- 
schicdc in den H,-U t rton dicscr beiden Substanzen fcststcllen. Das gesamte Vcr- 
halten dcr Verbindung X legt die Vcmiulung naho, daB cs sich bei ihr um cincn 
tier -,3-Dipbosplioglyeennsaure verwandten P-Ester liandoln konntc. 

t P ■ VcrbiiduTigen. Hier handclt es sich um 3 niclit UV-ab- 
sorbierende Substt.nzen mit verscliicdcncn R f -\Vcrten. Dcr Schwcfel- 
anh-il dicscr Vcrbiidungcn wild erst nach redukfiver Aufspaltung mit 
KCW durcli die Kitroprussidreaktion crfaBt; dies spricht gegen cine 
SH-Bmdung und fir S-S- odcr andcrc lcichtcr spaltbare S-Bindungcn. 
AUc 3 \ crbiiidungm cnthaltcn Phosphor in Mengcn von weniger als 
0,1 /miol/g Frischgcivicht. Die Vcrmutung liegt nahe, daB diese „S i P“- 
\ crbindungcn Bru distiiekc dcs Cocnzyms A sind; dann nnifitc alicr- 
dings das Cocnzym A nicht mchr cine frcic STI-Gruppc am Ithanol- 
amin-Rcst Imgcn, ioiidcrn cine mcrcaptanartigc S-Bhidung, vicllcicht 
nacli Art dcr Acetylmcrcaptan-Bindung. 

Itnmorliin ware cs auch moglieh, daB in dcr Xicrc phosphorylierte scliwefel- 
altigo Ammosauren ' orkommen. Co-Carboxylase konnto ausgcschlosscn werden 
da sic von den ,,S 4- P ‘-Verbindungen durch iliro UV-absorbiercuden Eigen- 
schalteu und auf Gru id ilirea papiercbromatograpliischen Verhaltcns einfach zu 
unterschcidcn ist. 


tlbcr die Ab\vci?hungen vom Durchschnittswert dcr Tab. 2 in den 
cinzelnen Vcrsuclvci. kann fiir die verscliicdcncn P- Ester gesagt werden: 

Im Vcrlauf unserei von Marz bis August 1054 durchgcfiihrtcn Untersucliungen 
konnten wir bcobachtiu, daB dcr Gclialt dcr Nicrcn besonders an ATP und ADP 
?.rr, b , 1 !® ng ‘ gkri ^ V ° n d ‘ r Jahrcszcit bcstimmto Andcrungcn erfahrt. Die hochstcu 
ATI -H erte und cin Vcrhaltuis von ATP:ADP in ^mol/g von ungefahr 0,48:0,54 
Y^nT. 1 - Im 3IarZ 1111(1 April gohuidcn ; in den Sommermonateu ficlcn dann dio 
ATI -Uerte starker ab als die von ADP, so daB sich bci den tiefsten U'crten cin 
pmol/g-V crhalluis von 1,19:0,39 cinstclltc. Im (September dureligcfiilirlc Kontroli- 
versucko ergaben cin VVicdcransteigcn dcr ATP-Wertc, Diese jahreszeitlieb be- 
dingtcn Schwankmigcn im ATP- und ADP-Gchalt konnten auch von Flecken- 
stein u. Jakke uber ciicn Zcitraum von mchr als 2 Jahren in Untersucliungen am 
i'rosch -Rectus bcobachtcfc werden. L-bcrdics ist aus Diurcscvcrsuchcn an Ratten 
bekannt (\ ollmer; Haas), daB auch biorbei mit grbBcrcn Untcrechicdcn in dem 
Verba lien von Sommer und Win terra lien zu rechnen ist. 

. r,rfr, 1C t . 8 ! irkc r Abn,,hmo tlcs ATP- bei nur geringfiigiger Verminderung dcs 
ADi -Gohaltcs dcr Nienn konnto fostgestellt werden, wenn die Ration 4 Wochen 
lang mit cincm vitambiarmen Kurnerfutter emalirt worden waren. Diese Bcob- 
aclitungcn zeigen dcutlicli, daB die Vcrtciiung cinigcr P-Verbindungen im Xicren- 
gowebe dureh die Xahruig bccinfluBbar ist, 

Uahreud sicli in lamtlichen Untersucliungen fur saurelosliclicn Gesamt- 
phosphor, die moisten hucleotidc, sowie fiir Orthopbosphat, Krcatinpliosphat und 
besonders Verbindung X von Tier zu Tier rccht konstante Werte ergaben, wurden 
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zum Toil groBere Schwankungen in dom Gehalt an Trioso- und Hexose-P-Ver- 
bindungen beobaohtet. Unsicher ist hierbei, ob diese Bofunde zuruckzufiihren sind 
auf eino nichtkonstanto Ausgangsstoffwechsellage im Nierengewebe, oder ob sie 
binreichend erklart werden konnon durch individuelle Untersohiedo in der Ver- 
teilung dieser Verbindungen. 

Einblicke in die engeron Beziehungen zwisohen dem Stoffwechael der 
P -Verbindungen und der Eunktion der Niercn sind wohl am besten zu 
erhalten, wenn durch Anwendung nieronwirksamer Substanzen und 
bestimmter Gifte der nonnale Stoffwechsel spezifisch beinfluBt oder 
blockiert wird. 

Zusammonfassung. 

1. Da eine direkte papierobromatographische Auftrennung alter im 
trichloressigsauren Extrakt von Rattennieren vorkommenden Phosphor- 
verbindungen wegon ihrer Vielzahl und der Ahnlichkeit in den Ri-Werten 
mit den verschiedensten Losungsmittelsystemen nioht erroiokt werden 
kann, ergibt sich die Notwendigkeit einor chemisohen Vorfraktionierung. 
Durch eine modifizierte Barium- Alkohol-Eallung wird daher der trichlor- 
essigsaure Gesamtnierenextrakt in 3 Eraktionen untertoilt. 

2. Zwei dieser Eraktionen, in denon die meisten Phosphorverbindun- 
gen entkalten sind, werden getrennt papierchromatographisch auf- 
gearbeitet. Dabei gelingt es, mit neuentwiokelten Losungsmitteln unter 
Ausnutzung verschiedener Verfahren dor Papierchromatographie 23 
phosphor haltige Verbindungen isoliort zu erfassen. 

3. Zur Erkennung und Identifizierung dieser P- Verbindungen 
dienon: Ammoniak-Resistenz-Test, Photoprintverfahren, charakte- 
ristische Earbreaktionen, R t -Wert-Bestimmung in bokannten und neuen 
Losungsmitteln, Vorgleichschromatographie mit Testsubstanzen,,,Misch- 
chromatographie" und verschiedene andere Verfahren. 

Die quantitative Auswertung erfolgt iiber die elektrooolorimetrische 
Bestimmung des Phosphorgehaltos jeder erfaBten Verbindung. 

4. Die an 20 Tieren getrennt durchgefiihrten Untersuchungen er- 
lauben die Aufstellung einer Mittelwcrttabelle ubor die Normalverteilung 
saureloslicher Phosphorverbindungen im Nierengewebe. Ordnet man die 
Verbindungen entsprechend ihrem prozentualen P- Gehalt, bozogen auf 
den saureloslichen Gesamtphosphor, so ergibt sich, daB Orthophosphat 
mit 30% die absolut groBte Eraktion ist. Es folgt an zweiter Stelle eine 
noch nicht identiflzierte Verbindung mit 10%. AMP mit 5,7% und DPN 
mit 5% flndon sich regelmaBig in grbflcren Mengen als die 3 energie- 
reichen Verbindungen Kreatinphosphat mit 4,5%, ADP mit 3,8% und 
ATP mit 2,6%. IMP, CMP und 6 noch nicht identiflzierte Nucleotide 
sowie 5 verschiedene phosphoryliorte Hexoson und Triosen finden sich 
nur in geringeren Mengen. Es werden auBerdem 3 Verbindungen erfaBt, 
die Schwefel und Phosphor enthaltcn. 
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520 E. Geiii.acti und E. Webeii: 

Vcru'cndcte Teslsubalanzcn. 

Krcatinphosphat, Ac ety Iphosphat, 2-Phosphoglycerinsaurc, 3-Phosphoglycerin- 
saurc, Glucose-l-phasph it, Glucose-0-phosphat, Hexose-l,G-diphosphat, Phospho- 
onol-brc-iiztraubcnBaurc, ce-Glyeero-phosphat, Adenosin-5'-monopliosphat, Inosin- 
o'-tripbosphat, Triphosphopyridinnuclcotid, Dipliosphopyridinnuclcotid, Thiamin- 
monophospliat, Co-Carboxylase und Flavin-mononucleotide wurdcn uns von 
Herrn Prof. II. A. Frees und Ilerm Dr. R. E. Davles (British Medical Research 
Council, Unit for Rcscaich in Cell Metabolism, Dept, of Biochemistry, University 
of Oxford) freundliohcrKcisc zur Verfiigung gestcllt. 

Adcnosin-5'-triphospliat (tert. Xa-Salz), Adcnosin-3'-monophosphat, Adcnosin- 
5'-monophosphat, Guanosin-monophospiiat und Inosin-monophosphat von der 
Zellstoffabrik Waldhof, Mannheim- Waldhof. 

3 -Phosphoglycerinsa ire, (Ba-Salz) und vcrschicdcnc Priiparate von Diphospho- 
pyridinnuclcotid (DPX 75, DPX 95 und hydriertes DPX) von dor Firma C. F. 
Bochringcr & Sochno, Mnunhcim. 

Cytidin-monophosphat von der Chcm. Fabrik Deutsche Holfmann - La Roche, 
Grenzach- Baden. 

Guanosin-monophosohat (Na-Salz) und Hcxose-l,0-d iphosphat von dem 
Chcm. pharm. Work Dr. Georg Ilcnning, Bcrlin-Tcmpelhof. 

Uridin-monophospha t wurdc von der Firma Light & Co. Ltd., England, 
bezogen. 

Fmetose-6-pliDsphat wurdc durch saure Hydrolyse von Hexose-l,6-diphosphat 
als chromatograph iscli emhoitlichc Substanz sclbst licrgcatellt, 

Ilerm Prof. EicmiOLTZ danken wir hcrzlich fiir die Anrcgung zu der vor- 
Uegcnden Arbeit und die viclseitige frcundlicho Fordcrung, 

Dem Doutacbcn Kcmilec dcs „ Williams- Waterman Fund of the Research 
Corporation (New York)’ 1 gilt unser ganz besondorer D ank fiir die matoriollo 
Unterstiitzung. 

Herrn Prof. n. A. Kurds und Ilerm Dr. R. E. Davies sowio den Firmcn: 
Zellstoffabrik Waldhof, C. F. Bochringer & Sochne, Deutsche IIofTmann-La Roche 
und Dr. Georg Henning sprcchon wir unseron Dank aus fiir dio Uborlassung von 
Testsubstanzon. 
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